バクテリアアミラーゼに関する研究 by スガエ, キンイチ & 菅江, 謹一
Osaka University
Titleバクテリアアミラーゼに関する研究
Author(s)菅江, 謹一
Citation
Issue Date
Text Versionnone
URL http://hdl.handle.net/11094/28243
DOI
Rights
【 28 】一一一一
氏名・(本籍) 菅 j工 謹
すが ;t きん いち
学位の種類 理 ず，ll4ー 博 士
学位記番号 第 8 5 τ仁ヨコ
学位授与の日付 昭和 35 年 3 月 22 日
学位授与の要件 理学研究科生物化学専攻
第学位規則第 5 条第 1 項該当
学位論文題目 バクテリアアミラーゼに関する研究
(主査) (副査)
論文審査委員 教授赤堀四郎教授奥貫一男教授金子武夫
論文内容の要 t:=. 日
種々の αーアミラーゼが結晶化されているが，その中アミノ酸組成が決定されたのは 4 種位にすぎず，
化学構造が研究されているのはタカアミラーゼ、 A (TAA) だけである。 そこで比較生化学的見地から，
Bacillus subtilis , N 及びN'の αーアミラーゼ (BA) を用いて以下の実験を行った。
1 BA の N- 末端アミノ酸について
Sanger 法を用いて BA の N- 末端アミノ酸を決定した。常法に従って 2 ・ 4 ジニトロフェニールー
(DNP)-BAを調製し，蒸溜塩酸によって種々の時間 (5 ， 8, 15 , 24 各時間)加水分解を行t"\ ，得られた
DNP- アミノ酸の定性定量をシリカゲ、ル及ぴ、セライトのカラムクロマトグラフィーで、行った。而して BA
は N- 末端にパリンをもっ一本のポリペプヂド鎖からなる事を認めた。
I BA の N- 末端ペプチドについて
常法に従って調製した DNP-BA を， 濃塩酸及び Streptomyces protease G (SP-G) によって部分分
解し，ペーパークロマトグラフィー，シリカゲ、ル及び Amberlite XE-64 のカラムクロマトグラフィ一等
によってN 末端←DNP- ペプチドを精製した。各ペプチドについて N- 末端基及び来日成アミノ酸の決定
(DNP-法) ，一部のペプチドの C 末端基の決定(ヒドラジン分解法)等を行って，次の様なアミノ酸
結合順序を推定した。
Val. (Asp or AspNH2 ) ・ Gly ・ (Glu or GluNH2 ) ・ Ser. (Ala ,Val ,Leu or Ileu) 
乙の結果を TAA の結果と比較検討した。
m BAのC 末端附近のアミノ酸について
先ずヒドラジン分解法によって BA の c- 末端基を検討しグリシンである事を推定したが，カルボキシ
ペプチダーゼ A (CPase) による消化実験では一致した結果は得られず結論は出なかった。 併し C- 末端
附近のアミノ酸として次の様なものが認められた。
・ (Gly ，AspNH2 ,Ser ,Thr , Tyr ,Asp and/or Glu , Ala) ・ (Val ， Phe ， Leu and/or Ileu) 
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更に CPase 消化と αーアミラーゼ活性との関係を調べ，少くとも C- 末端附近の Leu and/or Ileu , 
Phe ， Val 等は BA の活性に直接関係がないものと推定された。
町 BAのchemical modification について
先ず TAA に関する池中氏の報告と比較する為に， 1- フロロ 2 ・ 4 ージニトロベンゼン， 2 ・ 4 ージニト
ロベンゼンスルホン酸 ， þ- フェニルアゾベンゾイノレクロライドによる modification を行った。これらの
結果から，上記の試薬と反応し易いあるアミノ基は BA の活性に直接関係していない様に考えられたが，
試薬が BA1 モノレ当り 1 モル結合した時に活性が殆ど失われる条件は見出し得なかった。それで次に種々
のジアゾ試薬(ベンゼンジアゾニウムクロライド， ρーアミノアセトフェノン及びスノレファニル酸のジア
ゾ誘導体)による modfication を試み， S35 でラベルしたスルファニル酸のジアゾ誘導体により BA に
関して適当な条件を見出した。併し乙の条件下では TAA にはモノレ当り約 3 モノレ (Tabachnick らにより
示されたアゾ -Nークロロアセチル -Lーヂロシンの分子吸光係数より)のアゾ基が導入される。 この場
合 αーアミラーゼ活性は両者共殆ど失われるが， TAA の α一フェニノレマノレトシダーゼ活性は1. 5 倍に増
加する。
アゾ基の結合基は BA に関してのみ研究され， ρーアゾベンゼンスルホン酸 -BA の吸牧スペクトル及
びアゾペプヂドの Folin テスト等からチロシンである事が推定された。叉その附近のアミノ酸結合順序が
SP-G 分解により得られたアゾペプチドについて検討され，次の様に推定された。
…..Ser' Asp' Gly. (Tyr ,Glu2 , Ser , Thr) ー・・・・
[三玉|
論文の審査結果の要旨
最近種々の αーアミラーゼが結晶性に得られ，その中 4 種についてはアミノ酸組成が決定された。特に
タカアミラーゼ A (TAA) については末端基構造並びに物理構造も詳しく研究されている。それで菅江
君は比較生化学的見地から枯草菌のぼーアミラーゼ (BA) について末端基の構造並びに活性点に関する
研究を行った。
先ず BAをSanger の万法によって DNP一化した後塩酸で加水分解し生成する DNP- アミノ酸をクロ
マトグラフィーによる分離精製，並び、に定量を行ってこれが DNP- パリンであることを確かめ， その収
率は数回の実験結果 BAの分子量を 48 ， 000 とすれば 1 モルの BA に対し 0.7---0.9 モルで、あることをた
しかめ， BA のアミノ末端は 1 ケのパリンである乙とを明らかにした。次に DNP-BA を室温濃塩酸或
いは放線薗プロテアーゼによって分解し，生成した DNPーペプチドをクロマトグラフィーによって分離
して数種の DNP ペプチドを得，その各々についてアミノ末端アミノ酸及びカルボキシル末端のアミ
ノ酸を検索しアミノ末端ペプチド構造を次の如く推定した口
Val-Asp-Gly-Glu-Ser-(Ala , Val ,Leu or Ileu) 
次いでカノレボキシル末端の構造を知る目的でヒドラジン分解及びカルボキシペプチダーゼ分解を行い，
遊離するアミノ酸を調べカルボキシノレ末端近くにパリン，フェニルアラニン，ロイシン(或はイソロイシ
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ン)の存在することを想像せしめる結果を得た。また BA にカルボキシペプチダーゼを長時間作用せし
め，数個のアミノ酸が遊離するに至ってもアミラーゼ活性は全く変化しないことを認めた。このことはカ
ルポキシル末端は酵素活b性と無関係であることを推定せしめるものである。
次に菅江君は BA のChemical modification に伴う酵素作用の消長に関して詳細な研究をfrった。先づ
ジニトロフノレオールベンゼン，ジニトロベンゼ、ンスルフォン酸及び ρ- フェニルアゾベンゾイルクロリド
による Modification を行ったが，試薬が BA 1 モ Jレに対して 1 モル近く結合したとき活性が大部分矢わ
れる条件は見出し得なかったのでアミノ基が酵素作用に直接関係があるとは考えられない。
次に種々のジアゾ試薬(ベンゼンジアゾニウムクロリド， ρーアミノアセトフエノン及びスノレファニ lレ
酸のジアゾ化物) による Modification を試み S35 を含むスルファニル酸のジアゾ化物によって BA を
アゾ化し， S35 の放射能によって導入されたアゾ基を定量した。 pH8 でアゾ、化するときは 1 個のアゾ基
の導入によってアミラーゼ活性は約10%以下に減少することを見出した。また TAA に於ては同様な処理
によってアミラーゼ活性は殆んど失われるが，マル卜シダーゼ活性は約1. 5 倍に増加することを認めた口
またジアゾ化スルファニル酸によってアゾ化した BA を放線菌プロテアーゼによって消化したものから，
アゾペプチドを分離し，この中のアゾ基はチロジン残基に結合していることを吸牧スペクトノレによって推
定すると共に，アミノ酸組成を決定し，このアゾペプチドに次の如き構造を推定した。
(H)Gly(Tyr~Glu2 ， Ser , Thr) 
Azo 
このペプチド群と酵素活性との関連に就いて論じた。
以上菅江君の論文は BA の化学的性質について重要な知見を得たものである。
との論文は理学博士の学位論文として充分の価値あるものと認める。
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